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1 Einleitung 
Trotz vieler Fortschritte in Prävention, Diagnostik und Therapie stellen mikro- und 
makrovaskuläre Thrombosen weiterhin ein klinisch relevantes Problem in der Chirurgie dar. 
Makrovaskuläre Thrombosen treten als tiefe Venenthrombosen perioperativ, als akute 
arterielle Verschlüsse der großen extremitätenversorgenden Gefäße, aber auch als Folge 
von gefäßchirurgischen Eingriffen im Anastomosengebiet auf und resultieren meistens in 
einer deutlichen klinischen Symptomatik. Mikrovaskuläre Thrombosen finden sich in den 
kleinsten Gefäßen (Arteriolen, Venolen und Kapillaren) der verschiedenen Gewebe und 
führen zur Funktionsstörung des jeweiligen Gewebes bis hin zur Nekrose. Dieser Prozess 
kann einerseits akut auftreten, andererseits kann er sich auch schleichend und zunächst 
unbemerkt vollziehen. Oftmals ist bei Auftreten eines klinischen Korrelates schon eine 
deutliche und potentiell nicht reversible Schädigung des Gewebes eingetreten. Weiterhin 
sind Zirkulationsstörungen durch mikrovaskuläre Thrombosen z.B. im Rahmen der 
Organtransplantation oder nach Lappenplastiken zur Defektdeckung von Bedeutung. 
Hauptursache für einen Gewebeverlust nach Lappenplastiken ist neben der Thrombose im 
zu- und abführenden Gefäßsystem bzw. der Anastomosenregion die 
Mikrozirkulationsstörung im vaskularisierten Gewebe. 
In diesem Zusammenhang sind Möglichkeiten der Prävention von mikrovaskulären 
Thrombosen, vor allem auch im Rahmen chirurgischer Maßnahmen, von großer Relevanz. 
Dieses setzt jedoch die genaue Kenntnis der sich im mikrovaskulären Gefäßbett 
vollziehenden physiologischen und pathologischen Vorgänge voraus.  
Studien auf dem Gebiet der Thrombogenese haben im letzten Jahrhundert viele 
Erkenntnisse bezüglich Blutgerinnungsfaktoren und hereditären Gerinnungsstörungen 
geliefert. Mit Hilfe von in vitro Modellen konnten Proteine isoliert, Aminosäuresequenzen 
entschlüsselt, Gene identifiziert und in Interaktion mit verschiedenen Komponenten 
untersucht werden [1]. Die Rolle von unmittelbar an der Thrombusbildung beteiligten Zellen, 
wie z.B. Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen wurde in vitro und in vivo analysiert 
und hierbei zelluläre Adhäsionsmoleküle charakterisiert [2]. 
 
Gegenstand derzeitiger Forschung ist die Identifizierung der an der Thrombogenese 
beteiligten zellulären und molekularen Mechanismen der Signaltransduktion. Die komplexe 
Interaktion von Blutkomponenten und Gefäßstrukturen erfordert die direkte und simultane 
Untersuchung der Entstehung und insbesondere der Beeinflussung der mikrovaskulären 
Thrombusbildung im lebenden Organismus. Somit ist es von hoher Relevanz, zu 
charakterisieren, wie die Vorgängige der Thrombusbildung in einem komplexen System in
vivo tatsächlich ablaufen und vor allem, auf welche Weise eine Beeinflussung möglich ist. 
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1.1 Humorale, endotheliale und thrombozytäre Faktoren in der 
Thrombogenese 
 
 Die Blutgerinnung beinhaltet drei Grundelemente: Thrombozytenadhäsion, -
aktivierung und -aggregation, Fibrinbildung sowie Fibrinolyse. Diese Faktoren interagieren 
miteinander und mit der Gefäßwand. Unter physiologischen Bedingungen ist der Blutfluss 
ungestört und eine intravaskuläre Thrombusbildung findet nicht statt [3,4]. Unter 
pathologischen Umständen, wie z.B. Ischämie-Reperfusion, Inflammation oder 
Arteriosklerose, wird die Blutgerinnung durch Bedingungen, die als Virchow’sche Trias 
bezeichnet werden, gefördert, namentlich Gefäßwandschaden, ein verlangsamter Blutfluss 
und eine veränderte Blutzusammensetzung [5,6]. 
 
 Prinzipiell sind an der Thrombusbildung drei Komponenten beteiligt: die Gefäßwand 
(Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Matrix- und Bindegewebe), Blutzellen (Thrombozyten, 
Leukozyten) und das plasmatische Gerinnungssystem [7]. Als zelluläre Strukturen sind 
demnach Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten maßgeblich von Bedeutung. 
Zusätzlich kommt es zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade, welche in ein intrinsisches 
und ein extrinsisches System unterteilt wird (Abb. 1). Während beim intrinsischen System 
eine Kontaktaktivierung durch subendothelial exponiertes Kollagen über Faktor XII/XIIa, 
XI/XIa und IX/IXa zu einer Aktivierung von Thrombin führt, geschieht dieses beim 
extrinsischen System über die Freisetzung von Tissue Factor (TF, Gewebefaktor), welcher 




Abb. 1: Gerinnungskaskade (aus: www.biologie.com) 
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Thrombin katalysiert die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin, welches durch Faktor XIIIa 
von einem instabilen in ein stabiles Netzwerk überführt wird.  
 
 Ein entstandener Thrombus kann durch die Proteinase Plasmin wieder aufgelöst 
werden, welches als Vorstufe in Form von Plasminogen im Plasma vorliegt und durch andere 
Proteinasen in die aktive Form überführt wird. Dazu gehören Tissue Plasminogen Activator 
(t-PA), Streptokinase oder Urokinase (u-PA). Ein potenter Inhibitor des t-PA und somit ein 
prothrombogener Faktor ist der Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1), welcher im 
Endothel gebildet und ins Blut abgegeben wird [9,10].  
 
 In den letzten Jahren wird zunehmend ein ’zellbasiertes’ Modell der Hämostase 
propagiert, welches folgende Phasen beinhaltet: Initialisierung, Amplifikation und 
Propagierung [11]. Die Initialisierung umfasst die zelluläre Expression von TF nach einer 
Endothelläsion durch extravaskuläre Zellen, die Aktivierung von Faktor IX und X durch den 
Faktor VIIa/TF-Komplex, die Adhärenz von Thrombozyten an Kollagen und andere 
Matrixkomponenten und die Sekretion von Faktor V aus den -Granula der Thrombozyten 
[12,13]. In der Amplifikationsphase wird Thrombin durch TF-tragende Zellen generiert, 
welches zu einer verstärkten Thrombozytenaktivierung führt [14]. Schlussendlich findet die 
Phase der Propagierung statt, welche die Aktivierung des Tenasekomplexes (Faktor 
IXa/VIIIa) und des Prothrombinasekomplexes (Faktor Xa/Va) auf aktivierten Thrombozyten 
umfasst [12]. Zusätzlich produzieren die gebundenen Thrombozyten große Mengen 
Thrombin [11]. 
 
 Das mikrovaskuläre Endothel ist mit einer Reihe von Mediatoren ausgestattet, die 
einer Thrombusbildung im mikrovaskulären Gefäßsystem vorbeugen. Hierzu gehören 
Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin (PGI2), Adenosin und Nucleotidasen, welche anti-
adhäsive, anti-aggregative und vasodilative Eigenschaften besitzen [7,15]. NO und PGI2 
steigern den cAMP-Gehalt in Thrombozyten und vermindern daher deren 
Aggregationsfähigkeit [16]. Zusätzlich werden im Endothel anti-koagulative Substanzen, wie 
Thrombomodulin (TM), Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und Heparane gebildet und 
die Fibrinauflösung durch Plasminogenaktivatoren (tPA, uPA) gefördert (Tab. 1). TM bindet 
Thrombin und neutralisiert somit seine Wirkung. Weiterhin aktiviert der Thrombin-TM-
Komplex Protein C, was zur Initialisierung des Protein C-Pathway mit potenten anti-
koagulativen Effekten führt [17]. Aktiviertes Protein C (APC) inaktiviert zwei essentielle 
Kofaktoren der plasmatischen Blutgerinnung, Faktor VIIIa und Va, und stellt als Protein 
C/Protein S-Komplex einen der wichtigsten anti-koagulativen Mechanismen dar [18,19].  
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 Dahingegen findet sich bei endothelialer Dysfunktion oder endothelialer Aktivierung 
ein pro-thrombogener Zustand, welcher durch eine vermehrte Freisetzung von TF, Faktor 
Va, vWF, Platelet Activating Factor (PAF), P-Selektin und Interleukin-8 gekennzeichnet ist 
und zu Thrombozytenaktivierung, Fibrinablagerung, Inflammation und Leukozytenaktivierung 
führt, während die Fibrinolyse durch PAI-1 gehemmt wird [7] (Tab. 2). Die Balance zwischen 
tPA und PAI-1 kann durch verschiedene Zytokine zugunsten von PAI-1 verschoben werden, 
was eine Prothrombogenität des Endothels verursacht [20].  
 
 Zu den endothelialen Faktoren, die eine Thrombozytenaktivierung verursachen, 
gehören unter anderem PAF und vWF. PAF ist ein starker Thrombozytenaktivator und 
fördert die Thrombozytenadhäsion an das Endothel [21]. vWF wird in endothelialen Weibel-
Palade-Bodies gespeichert und nach Aktivierung, z.B. durch Thrombin, schnell freigesetzt 
[22]. Zusätzlich bindet und stabilisiert vWF Faktor VIII und vermittelt die 
Thrombozytenadhäsion an das Endothel [23]. In Endothelzellen führt Thrombin zur 






NO  Inhibition Thrombozytenaktivierung, Vasodilatation 
PGI2  Inhibition Thrombozytenaktivierung 
Adenosin  Vasodilatation 
TFPI  Inaktivierung Faktor VIIa und Xa 
TM  Protein C Aktivierung (als Thrombin-TM-Komplex) 
Protein S Inaktivierung Faktor Va und VIIIa  
 (als Protein C/Protein S-Komplex) 
tPA/uPA  Fibrinolyse 
Heparansulfat  Kofaktor für Antithrombin 
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Pro-thrombogene Wirkungsprofil 
Faktoren
vWF Vermittlung Thrombozytenadhäsion, Trägerprotein Faktor VIII 
PAF Verstärkung der Thrombozytenaktivierung 
P-Selektin Verstärkung der Leukozytenadhäsion 
TF Ko-Faktor Faktor VIIa 
FVa Verstärkung Aktivität Faktor Xa 
Phosphatidylserin Verstärkung der Thrombozytenaktivierung (Annexin V-Ligand) 
PAI-1 Inaktivierung tPA 
 
Tab 2: Pro-thrombogene Faktoren des Endothels (modifiziert nach: [7,25]) 
 
 Während das Endothel unter physiologischen Bedingungen komplett anti-
thrombogene und anti-inflammatorische Eigenschaften aufweist, führen endotheliale 
Aktivierung bzw. Endothelzellschaden, sei es im Rahmen physiologischer Vorgänge, wie 
einer Gefäßverletzung mit der Notwendigkeit der Blutstillung, oder als pathophysiologischer 
Zustand, wie z.B. Arteriosklerose, zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes hin zum 
prothrombogenen Zustand. Die Grenzen zwischen „positiver“ Hämostase und „negativer“ 
verstärkter Thrombusbildung sind teilweise fließend. 
 
Neben einer Vielzahl an Faktoren, welche die Entstehung von Thrombosen 
beeinflussen, ist das Verhalten der Thrombozyten, v.a. deren Aggregation, Adhäsion und 
Thrombogenese, von hoher Relevanz in der Pathogenese der Thrombose. Insbesondere 
prädisponiert eine vermehrte Produktion bzw. ein verminderter Abbau von reaktiven 
Sauerstoffverbindungen für thrombotische Ereignisse. Der Prozess der 
Thromboseentstehung beinhaltet u.a. Thrombozyten-Thrombozyten, Thrombozyten-
Endothelzell, Thrombozyten-Leukozyten und Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen [26,27]. 
Nach Aktivierung produzieren Thrombozyten reaktive Sauerstoffspezies ihrerseits [28] und 
stimulieren wiederum die Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen in Leukozyten.  
 
Die durch Stimulation vermehrte Expression von P-Selektin auf der 
Thrombozytenoberfläche ermöglicht die Interaktion mit Liganden auf anderen Zellen, 
insbesondere auf Monozyten. Während P-Selektin keine Thrombozyten-Thrombozyten-
Interaktionen vermittelt, stellt P-Selektin auf aktivierten Plättchen einen Bindungsort für 
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Leukozyten dar und spielt eine entscheidende Rolle bezüglich der Größe und Stabilität eines 
entstehenden Thrombus [29]. Zusätzlich werden diese Interaktionen über GPIIb-IIIa auf 
Thrombozyten und MAC-1 (Macrophage antigen-1; CD11b/CD18) auf Leukozyten vermittelt. 
Weiterhin sind polymorphkernige Granulozyten in der Lage, auf ihrer Oberfläche TF zu 
exprimieren [30].  
 
Die Bildung von Thrombozyten-Leukozyten Koaggregaten wird daher als 
inflammatorische Komponente in der Thrombusbildung angesehen [31,32]. Im Rahmen 
dieser Aktivierung werden vom Endothel Selektine, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 
(VCAM-1) und Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) exprimiert und in löslicher 
Form ins Blut abgegeben, welche die Adhäsion von Monozyten fördern [33]. Im Anschluss 
migrieren diese Monozyten durch die Endothelzelllücken in die Tunica intima und können 
dort Endothelzellschäden induzieren [34]. 
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1.2 Phasen der mikrovaskulären Thrombusbildung 
 Thrombozyten zirkulieren im Blut mit der Aufgabe intaktes von verletztem oder 
pathologisch verändertem Endothel zu unterscheiden. Tritt ein Endothelschaden auf, führt 
dieser zum Verlust der Barriere zwischen athrombogener Endothelzellschicht und hoch 




 Nach einer Gefäßläsion kommt es innerhalb von Sekunden zur Ablagerung von 
Thrombozyten, welche in Abhängigkeit von der Tiefe der Verletzung mit verschiedenen 
subendothelialen extrazellulären Strukturen in Kontakt kommen. Dazu gehören Kollagen, 
Proteoglykane, Entactin, Laminin, Fibronektin und Fibulin. Die thrombozytären 
Membranglykoproteine GPIa-IIa und GPVI interagieren direkt mit Kollagen [36]. Diese 
Kollagenrezeptoren können bei durch den Blutfluss bedingten hohen Scherkräften von 
>1000 s 1 nur dann die Thrombusbildung initiieren und propagieren, wenn sie initial durch die 
Interaktion von GPIb und vWF an die Gefäßwand gebunden werden. Diese Bindung von 
GPIb an das Endothel vermittelt jedoch keine feste Adhärenz [37]. Thrombozyten 
exprimieren weiterhin den Lamininrezeptor 61 und können über den GP1b-Rezeptor 




 Substanzen, die durch die initiale Adhärenz der Thrombozyten freigesetzt werden 
und im Bereich der Gefäßläsion produziert werden, verstärken innerhalb von Sekunden die 
prokoagulativen Eigenschaften der Thrombozyten, die in der Nähe des wachsenden 
Thrombus zirkulieren [37]. Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt durch subendotheliales 
Kollagen, vWF und durch Thrombin, welches bei der Blutgerinnung entsteht und auf der 
Membran stimulierter Thrombozyten generiert wird, sowie durch Adenosindiphosphat (ADP), 
welches ebenfalls von Thrombozyten, aber auch von Endothelzellen produziert wird, und 
Adrenalin und Thromboxan A2 aus Thrombozyten.  
 
 Die Serinprotease Thrombin aktiviert Thrombozyten über G-Protein gekoppelte 
Protease Activated Rezeptoren (PAR) [39]. Phänotypische Merkmale der 
Thrombozytenaktivierung beeinhalten Aktinpolymerisierung, zytoskeletale Reorganisation mit 
Pseudopodienbildung und Aggregation (Abb. 2).  
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Abb. 2: Aktivierter Thrombozyt (aus: [35])   Abb. 3: Endotheliale Faktoren (aus: [35]) 
 
 
 Gleichzeitig synthetisiert und exprimiert das vaskuläre Endothel prokoagulative 
Faktoren, wie vWF, P-Selektin, TF und PAI-1 (Abb. 3) [35]. Diese endotheliale und 





 Die Aggregation vervielfacht die Zahl der im entstehenden Thrombus akkumulierten 
Thrombozyten innerhalb von Minuten. Das prinzipielle Resultat stellt die 
Konformationsänderung des GP IIb-IIIa Rezeptors (IIb3) dar [40]. Der aktivierte GPIIb-IIIa 
Rezeptor vermittelt die feste Adhäsion und bindet lösliche Adhäsionsproteine wie Fibrinogen, 
vWF und Fibronectin. Zusätzlich führt der Endothelzellschaden zur Freisetzung von TF und 
subsequenter Thrombozytenadhäsion, woraufhin Fibrin in den Thrombus akkumuliert wird 
[41].  
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1.3 Wissenschaftliche Fragestellung 
 
 Obwohl das Verständnis der pathophysiologischen Prozesse, welche der 
mikrovaskulären Thrombusbildung zugrunde liegen in den letzten zwei Jahrzehnten stetig 
zugenommen hat und viele zelluläre und molekulare Faktoren in diesem Zusammenhang 
isoliert werden konnten, existieren nur wenige Studien, die das Zusammenspiel von 
endothelialen, thrombozytären und humoralen Faktoren im lebenden Organismus untersucht 
haben. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, im in vivo Tiermodell die mikrovaskuläre 
Thrombusbildung zu charakterisieren und die Beeinflussbarkeit durch endogene und 
exogene Faktoren zu studieren. Ein besonderes Interesse galt dabei der Identifizierung 




 Daraus ergaben sich folgende konkrete Fragestellungen: 
 
 
1.  Charakterisierung des Einflusses pathologischer Zustände, wie z.B. Hypothermie und 
Sepsis, auf mikrovaskuläre Thrombusbildung, Endothelzellfunktion und 
Thrombozytenfunktion 
 
2. Quantifizierung der mikrovaskulären Thrombogenität nach Induktion endogener 
Enzymsysteme, wie z.B. Hämoxygenase-1.  
 
3. Beeinflussbarkeit der mikrovaskulären Thrombogenese durch Applikation potentiell 
protektiver Substanzen, wie z.B. anti-oxidatives Ebselen und C-Peptid, und 
Identifizierung zugrunde liegender zellulärer und humoraler Mechanismen 
 
4.  Beeinflussung der mikrovaskulären Thrombusbildung durch Applikation fraglich pro-
thrombogener Substanzen, wie z.B. Darbepoetin-alpha und Nikotin und Identifizierung 
zugrunde liegender zellulärer und humoraler Mechanismen 
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1.4 Methoden
Im Folgenden wird ein Überblick über die angewendeten Methoden gegeben: 
Tiermodelle 
Zur Untersuchung der mikrovaskulären Thrombusbildung verwendeten wir zum einen 
die Cremastermuskelpräparation an Ratte und Maus, die erstmalig von Baez [42] an der 
Ratte beschrieben und später von unserer [43] und anderen Arbeitsgruppen [44,45] auf die 
Maus übertragen wurde. Dabei wird zunächst ein venöser Katheter zur Applikation von 
Fluoreszenzfarbstoffen in die Vena jugularis gelegt. Danach wird das Skrotum gespalten und 
der Hoden mit umgebendem Cremastermuskel dargestellt. An der Hodenspitze werden die 
distalen Gefäße kauterisiert und der Hoden und Nebenhoden mit distalem Anteil des 
Funiculus spermaticus entnommen. Danach wird die Vorderwand des Muskels unter 
Schonung der größeren Gefäße eröffnet, so dass der Muskel als axial gestielter Lappen mit 
dem Körper verbunden bleibt. Nach Präparation des Muskels wird der Samenstrang mit dem 
Ductus deferens und den Vasa testicularia ligiert und abgetrennt. Der Musculus cremaster 
wird auf einem Objektträger ausgebreitet, mit Hilfe von Seidenfäden fixiert und mit 




                   
Abb. 4 Cremastermuskelpräparation (aus: [42]) 
 
 






Abb. 5 Katheteranlage und Cremastermuskelpräparation bei der Maus: (A) Venöser Katheter in der Vena 
jugularis und eröffnete Skrotalhaut, (B) Präparation von Hoden und umgebenden Cremastermuskel, (C) 
mobilisierter geschlossener Cremastermuskel, (D) eröffneter und ausgespannter Cremastermuskel.  
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Als weiteres Modell diente die chronische Rückenhautkammer, welche primär für den 
Hamster [46] im Detail beschrieben und von Lehr et al. auf die Maus übertragen wurde [47] 
(Abb. 6). Sie ermöglicht eine repetitive intravitalmikroskopische Untersuchung von 
gestreiftem Skelettmuskel und Subkutangewebe. Dabei wird die Rückenhautfalte angehoben 
und die sich aus zwei symmetrischen Titaniumrahmen zusammensetzende 
Rückenhautkammer kaudal der entlang der Schulterbasis verlaufenden Versorgungsgefäßen 
implantiert. Im kreisrunden Bereich des Beobachtungsfensters der Kammer werden in einem 
Durchmesser von 15mm die dem Fenster zugewandte Kutis, Subkutis mit Hautmuskel sowie 
die beiden Schichten des Musculus retractor entfernt und die verbleibenden 
Gewebeschichten mit einem wiederentfernbaren Deckglas bedeckt und mittels eines 
Sprengrings im Titanrahmen fixiert, so dass die gegenüberliegende Hautmuskulatur und 
Subkutis der intravitalmikroskopischen Beobachtung zugänglich sind. 
 
A           B    C          D 







Abb. 6 Chronische Rückenhautkammer der Maus: (A) Maus mit Rückenhautkammer nach der Präparation, (B) 
Titanrahmen mit Deckglas, (C) Beobachtungsfenster mit Sicht auf (D) die Gefäße der gestreiften 
Skelettmuskulatur und des Subkutangewebes 
 
In beiden Modellen sind neben der Untersuchung der mikrovaskulären Perfusion eine 
Analyse von Leukozyten-Endothelzell- und Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion sowie 




Mikrovaskuläre Thrombosen wurden photochemisch und chemisch induziert. Zur 
photochemischen Thromboseinduktion wurde das entsprechende mikrovaskuläre Gefäß 
nach Injektion von Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-markiertem Dextran (MW 150000 Da) 
mit gefiltertem blauen Licht (450-490 nm) einer 100W Quecksilberlampe durch ein x63 
Wasserimmersionsobjektiv bestrahlt, wie dies von unserer Arbeitsgruppe zuvor beschrieben 
wurde [43,48].  
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Zur chemischen Thrombusinduktion erfolgte die Superfusion des Gewebes mit 
Eisenchlorid (12,5 mM FeCl3), modifiziert nach Denis [49]. In beiden Modellen kommt es 
durch Radikalbildung zu einer lokalen Endothelzellschädigung mit subsequenter 
Initialisierung der Thombusbildung. 
Durchflußzytometrie von humanen und murinen Thrombozyten 
Die Thrombozytenfunktion wurde entweder in vitro nach Zugabe der jeweiligen 
Substanz oder ex vivo nach entsprechender Vorbehandlung der Tiere mittels 
durchflußzytometrischer Untersuchungen erfasst. Zusätzlich dienten auch humane 
Thrombozyten freiwilliger Probanden zur spezies-übergreifenden Analyse der 
Thrombozytenfunktion. Kurz gefasst handelt es sich bei der Durchflußzytometrie um ein 
Messverfahren zur Beurteilung von Partikeln (Zellen) in wässriger Suspension [50]. Dabei 
wird die Fluoreszenz der Thrombozyten durch einen Lichtstrahl gemessen, nachdem diese 
zuvor mit einem gegen spezifische Aktivierungsmarker auf der Thrombozytenoberfläche 
gerichteten fluoreszierenden Antikörper inkubiert wurden. Die Eigenschaften des 
auftretenden Streulichts werden von der Zellgröße und der Zellgranulärität bestimmt, 
während die Intensität der Fluoreszenz von der Anzahl der gebundenen Antikörper und somit 
von der Expression des jeweiligen Moleküls abhängt [51,52]. Typische thrombozytäre 
Aktivierungsmarker sind z.B. P-Selektin, GPIIb-IIIa und Lysosome Associated Membrane 
Protein-1 (LAMP-1). Die Aktivierung von Thrombozyten erfolgt durch die Zugabe von 
spezifischen Proteinen der Gerinnungskaskade, wie z.B. Thrombin oder Thrombin Receptor 
Activating Peptide (TRAP), subendothelialen Matrixproteinen (z.B. Kollagen) oder 
spezifischen, z.B. ADP und Adrenalin, bzw. unspezifischen Mediatoren, z.B. H2O2 [52].  
Immunhistochemie endothelialer Aktivierungsmarker und Adhäsionsmoleküle 
Die Expression endothelialer Aktivierungsmarker und Adhäsionsmoleküle wurde 
mittels spezifischer Antikörperbindung und nachfolgender Chromogenreaktion in 
histologischen Schnitten visualisiert und quantitativ analysiert. Zu diesen Molekülen zählen 
z.B. P-Selektin, ICAM-1, PAI-1 oder PAF-R. 
 
ELISA löslicher endothelialer Aktivierungsmarker 
Mit Hilfe von Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) können lösliche 
Moleküle in einer Probe (Serum, Plasma etc.) durch eine Antikörperreaktion mit 
anschließender enzymatischer Farbumwandlung nachgewiesen werden. Es erfolgte die 
Bestimmung löslicher (s=soluble) endothelialer Aktivierungsmarker, wie sP-Selektin, sE-
Selektin, sICAM-1, sVCAM-1 und sPAI-Ag, die bei endothelialer Aktivierung exprimiert und 
im Anschluss ins Blut abgegeben werden (shedding). 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  16 
Western Blot Proteinanalysen  
Ein Western Blot bezeichnet die Übertragung (das Blotten) von Proteinen auf eine 
Trägermembran, welche anschließend über unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen 
werden können. Vor dem eigentlichen Western Blot wird ein Proteingemisch mit Hilfe einer 
Gel-Elektrophoresetechnik in einer Trägermatrix entsprechend ihrer Größe, Ladung oder 
anderer Eigenschaften aufgetrennt. Die Proteinbanden können nun auf der Membran mit 
Hilfe von spezifischen Antikörpern identifiziert werden. Es wurden sowohl Proteine im 
Cremastermuskelgewebe (z.B. P-Selektin, HO-1), als auch aus Thrombozytensuspensionen 
(Tyrosin-spezifische Phosphorylierung) untersucht. 
RT-PCR
Die Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dient dem 
Nachweis der Transkription eines Gens. Es wird zuerst eine Reverse Transkriptase 
eingesetzt, eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, welche RNA in cDNA umschreibt. Die 
cDNA kann im Anschluss als Ausgangsprodukt in einer PCR eingesetzt werden, um 
spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. Die RT-PCR wurde zur Detektion akut 
hochregulierter Proteine eingesetzt (z.B. eNOS). Die Produkte der RT-PCR lassen sich 
anschließend elektrophoretisch in einem Agarosegel auftrennen. Verschieden große DNA-
Fragmente wandern unterschiedlich schnell im Gel. Durch einen Fluoreszenzfarbstoff (meist 
Ethidiumbromid) können die Fragmente im UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert 
werden. 
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2 Experimentelle Studien 
2.1 Einfluss pathologischer Zustände auf die Thrombogenese 
Die intravitalmikroskopischen, durchflußzytometrischen und molekularbiologischen 
Untersuchungen dienten der Erfassung des Effektes von reversibler systemischer 
Hypothermie auf die mikrovaskuläre Thrombusbildung und die Thrombozytenfunktion.  
2.1.1 Hypothermie 
 
Unter systemisch hypothermen Bedingungen wurden in der Vergangenheit sowohl 
eine vermehrte Thrombogenität, als auch eine Blutungsneigung beobachtet. Insbesondere 
wird der Effekt der Hypothermie auf die Thrombozytenfunktion kontrovers diskutiert. Daher 
wurden in dieser Studie bei Mäusen klinisch auftretende Körperkerntemperaturen von 34°C 
und 31°C induziert und die Kinetik der mikrovaskulären Thrombusbildung im 
Cremastermuskel untersucht. Zusätzlich erfolgten die gleichen Versuche nach Hypothermie 
und Wiedererwärmung auf 37°C. Es zeigte sich eine signifikant schnellere Thrombusbildung 
bei hypothermen Temperaturen, welche nach Wiedererwärmung komplett aufgehoben war. 
Die durchflußzytometrischen Untersuchungen ergaben sowohl in ruhenden, als auch in 
TRAP-stimulierten Thrombozyten, eine signifikant vermehrte Expression der aktiven 
Konformation des GP IIb-IIIa Rezeptors bei 31°C und 34°C gegenüber Temperaturen von 
37°C. Dieses ging einher mit einer ebenfalls signifikant vermehrten thrombozytären 
Fibrinogenbindung bei diesen Temperaturen. Außerdem war die Tyrosin-spezifische 
Phosphorylierung unter hypothermen Bedingungen erhöht. Daraus kann geschlussfolgert 
werden, dass eine moderate, klinisch auftretende Hypothermie einen pro-thrombogenen 
Effekt besitzt, was wahrscheinlich durch eine verstärkte thrombozytäre GP IIb-IIIa 
Aktivierung vermittelt ist. Es besteht jedoch keine Prädisposition mit einem erhöhten Risiko 






Lindenblatt N, Menger MD, Klar E, Vollmar B 
Sustained hypothermia accelerates microvascular thrombus formation in mice
Am J Physiol Heart Circ Physiol 2005; 289: H2680-H2687
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2.1.2  Sepsis und Hypothermie 
 
In einem weiterführenden Schritt interessierten wir uns für die Auswirkungen einer 
Lipopolysacharid (LPS)-induzierten Endotoxinämie, alleine oder in Kombination mit einer 
systemischen Hypothermie, auf die mikrovaskuläre Thrombogenität, die Endothelzellfunktion 
und die Thrombozytenfunktion. 
 
Das Auftreten hypothermer Temperaturen während einer Sepsis verschlechtert die 
Prognose eines Patienten deutlich. Eine schwere Sepsis ist zusätzlich mit einer Aktivierung 
des Gerinnungssystems und Ausbildung von Mikrothromben mit dem möglichen Resultat 
eines Multiorganversagens verbunden. Wir stellten uns daher die Frage, inwieweit eine 
Endotoxinämie per se und eine zusätzliche Hypothermie zur Ausbildung mikrovaskulärer 
Thrombosen beitragen und wie die endotheliale und thrombozytäre Funktion beeinflusst 
wird. Es wurden LPS-vorbehandelte Mäuse einer systemischen Hypothermie von 34°C und 
31°C ausgesetzt. Die Endotoxinämie beschleunigte die mikrovaskuläre Thrombusformation 
in 37°C warmen Tieren signifikant. Dieses ging einher mit einem deutlichen Anstieg 
endothelialer Aktivierungsmarker, Thrombin-induzierter Thrombozytenaktivierung und 
endothelialer Expression von P-Selektin und PAI-1. Eine zusätzliche Hypothermie führte zu 
einer Beschleunigung der mikrovaskulären Thrombusbildung, die jedoch nur bei 31°C für 
Arteriolen gegenüber 37°C warmen endotoxinämischen Tieren signifikant war. 
Interessanterweise führte die zusätzliche Hypothermie bei endotoxinämischen Tieren zu 
keiner vermehrten Expression endothelialer Aktivierungsmarker oder verstärkter 
Thrombozytenaktivierung, verursachte jedoch eine signifikant erhöhte endotheliale PAI-1 
Expression und Zirkulation von sPAI-Ag. Demnach wird die Prothrombogenität unter 
septischen Bedingungen über eine generelle endotheliale und thrombozytäre Aktivierung 
vermittelt, während eine zusätzliche systemische Hypothermie vielmehr mit einer signifikant 
verstärkten endothelialen PAI-1 Expression vergesellschaftet ist.  
 
 
Lindenblatt N, Menger MD, Klar E, Vollmar B 
Systemic hypothermia increases PAI-1 expression and accelerates 
microvascular thrombus formation in endotoxemic mice Crit Care 2006; 10: 
R148 
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2.2  Beeinflussung der Thrombogenese durch Induktion endogener Enzyme 
Die vorherigen Studien zeigten eine signifikante Beeinflussbarkeit mikrovaskulärer 
thrombotischer Vorgänge durch Änderung der Körpertemperatur und Induktion einer 
Endotoxinämie. Es war daher weiterhin von Interesse zu untersuchen, inwieweit die 
Thrombogenität auch durch Einflussnahme auf ein endogenes Enzymsystem beeinflusst 
werden kann. 
2.2.1  Hämoxygenase-1 (HO-1) 
Das mikrovaskuläre Endothel ist mit einer Vielzahl protektiver Mechanismen zur 
Verhinderung übermäßiger Gerinnungsvorgänge ausgestattet. Dazu gehören die Bildung 
von anti-adhäsivem und anti-thrombotischem NO und PGI2. In Analogie zu NO ist 
Kohlenmonoxid (CO) anti-inflammatorisch wirksam. Zusätzlich haben anti-oxidativ wirkende 
Moleküle, wie das Bilirubin, anti-thrombotische Eigenschaften. Beide Verbindungen 
entstehen als Endprodukt bei der Degradierung von Häm durch HO-1. Ziel dieser Studie war 
es daher, den Effekt der Induktion von HO-1 auf mikrovaskuläre Thrombusbildung zu 
untersuchen und vor allem die Modulation der Wirkung durch Induktoren oder Inhibitoren der 
HO-1 zu charakterisieren. In vivo konnte bei Mäusen eine signifikante Verlängerung der 
mikrovaskulären Thrombosezeiten nach Vorbehandlung mit Hämin, einem HO-1 Induktor, 
beobachtet werden. Dieser Effekt wurde durch Vorbehandlung mit Zinn Protoporphyrin-IX, 
einem HO-1 Inhibitor, aufgehoben. Die gleichzeitige Gabe des anti-oxidativen Vitamin E 
Analogons Trolox führte in HO-1 geblockten Tieren wiederum zu verlängerten 
Thrombosezeiten, was impliziert, dass die anti-thrombogenen Effekte, neben CO, 
hauptsächlich durch Bilirubin verursacht werden. Western Blot Analysen aus 
Cremastermuskelgewebe nach HO-1 Induktion konnten einen verminderten Gehalt an P-
Selektin als molekulare Basis für die verminderte Thrombogenität nachweisen. 
Lindenblatt N, Bordel R, Schareck W, Menger MD, Vollmar B 
Vascular heme oxygenase-1 induction suppresses microvascular thrombus 
formation in vivo Arterioscler Thromb Vasc Biol 2004: 24: 601-606.
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2.3  Beeinflussung der Thrombogenese durch Substanzen 
Im Kontext einer möglichen therapeutischen Beeinflussung mikrovaskulärer 
Thrombosen durch die Behandlung mit verschiedenen Substanzen untersuchten wir zwei im 
Körper vorkommende Moleküle und zwei synthetisch hergestellte Verbindungen auf ihre 
potentiell protektiven (Ebselen, C-Peptid) bzw. vermuteten negativen (Darbepoetin-alpha, 
Nikotin) Eigenschaften im Rahmen der mikrovaskulären Thrombusbildung.  
2.3.1  Ebselen 
Ebselen, eine Selen-haltige organische Substanz mit Glutathionperoxidase-ähnlicher 
Aktivität, zeigt potente anti-inflammatorische und anti-oxidative Eigenschaften. Da eine 
diätetische Selen-Defizienz mit einer erhöhten Inzidenz an vaskulären Thrombosen 
assoziiert zu sein scheint, untersuchten wir die Wirkung von Ebselen auf die Ausbildung 
mikrovaskulärer Thrombosen in zwei Thrombosemodellen an der Cremaster-
muskelpräparation der Ratte. In mit Ebselen vorbehandelten Tieren traten mikrovaskuläre 
Thrombosen signifikant später, als in den mit Kochsalz behandelten Kontrolltieren auf. 
Zusätzlich konnte in durchflusszytometrischen Analysen die H2O2-vermittelte Hochregulation 
von thrombozytärem P-Selektin und die Bildung von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten 
durch steigende Konzentrationen an Ebselen dosis-abhängig inhibiert werden. Damit kann 
die von uns erstmals aufgezeigte anti-thrombogene Wirkung von Ebselen auf eine Reduktion 
der P-Selektin-abhängigen Zell-Zell-, in Sonderheit Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion 
zurückgeführt werden. Angesichts dieses neuen Wirkprofils könnte Ebselen von hohem 
präventivem und therapeutischem Wert in der Behandlung von Erkrankungen sein, die mit 
einem erhöhten Thromboserisiko einhergehen.  
Lindenblatt N, Schareck W, Belusa L, Nickels RM, Menger MD, Vollmar B 
Anti-oxidant ebselen delays microvascular thrombus formation in the rat 
cremaster muscle by inhibiting platelet P-selectin expression Thromb Haemost
2003; 90: 882-892 
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2.3.2  C-Peptid 
 
Makro- und Mikroangiopathien mit der Konsequenz einer vielfach erhöhten 
kardiovaskulären Morbidität und Mortalität stellen ein wesentliches Problem für den 
diabetischen Patienten dar. Gabe des Proinsulin-Spaltproduktes C-Peptid führte bei 
diabetischen Patienten zur Verbesserung der Mikrozirkulation von Haut und Muskel und zur 
verminderten endothelialen Aktivierung. Ziel der vorliegenden Studie an normalen und 
diabetischen Mäusen war es daher zu untersuchen, inwieweit C-Peptid eine anti-
thrombogene Wirkung hat und ob diese Wirkung durch die zusätzliche -und klinisch 
notwendige- Applikation von Insulin beeinflusst wird. Es wurde erneut das Cremastermodell 
der Maus verwendet und ein besonderes Augenmerk auf die endotheliale PAI-1 Expression 
als pro-thrombogener Faktor gerichtet.  
C-Peptid in hoher, nicht aber niedriger Dosierung führte gegenüber inaktiviertem C-
Peptid zu einer signifikanten Verzögerung der Thrombusbildung bei diabetischen Tieren und 
bei nicht-diabetischen Tieren. Dieser Effekt wurde durch Superfusion mit Insulin aufgehoben. 
Die endotheliale PAI-1 Expression war in den C-Peptid-behandelten diabetischen wie nicht-
diabetischen Tieren gegenüber Kontrolltieren deutlich reduziert. C-Peptid führte zur leichten, 
aber signifikanten Reduktion der Expression von GPIIb/IIIa und P-Selektin ruhender 
Thrombozyten, während bei gleichzeitiger Maximalstimulierung der Plättchen mit TRAP C-
Peptid diesen Effekt verlor. 
Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse weisen auf eine anti-thrombogene 
Wirkung von C-Peptid in vivo hin. Eine kausale Rolle von PAI-1 in diesem Zusammenhang 
kann vermutet werden. Dennoch stellt C-Peptid aufgrund der Tatsache, dass es durch 
gleichzeitige Insulinapplikation in seiner Wirkung abgeschwächt wird, keine brauchbare 









Lindenblatt N, Braun B, Menger MD, Klar E, Vollmar B 
C-peptide exerts antithrombotic effects that are repressed by insulin in normal 
and diabetic mice Diabetologia 2006; 49: 792-800
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  56 
 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  57 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  58 
 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  59 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  60 
 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  61 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  62 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  63 
 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  64 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  65 
2.3.3  Darbepoetin-alpha (DPO)  
 
Die Therapie mit Erythropoietin (EPO) wird aufgrund des in Folge erhöhten 
Hämatokritwertes generell mit prothrombogenen Effekten assoziiert. Die Aussagen 
verschiedenster Studien der letzten Jahre sind diesbezüglich jedoch sehr widersprüchlich, 
teilweise wird von einer Blutungsneigung nach Gabe von EPO oder seinen Derivaten 
berichtet. Ziel der vorliegenden Studie war es daher, den Einfluss von DPO, einem 3-fach 
länger wirksamen EPO-Derivat, auf mikrovaskuläre Thrombusbildung sowie endotheliale und 
thrombozytäre Funktion zu charakterisieren.  
Die Vorbehandlung mit DPO (10 g/kg) über 4 Wochen resultierte in einer 
signifikanten Erhöhung von Hämatokrit, Hämogobinkonzentration und Retikulozytenanteil. 
Die mikrovaskuläreThrombusformation wurde jedoch nicht signifikant durch DPO beeinflusst. 
In Übereinstimmung damit zeigten sich eine verminderte Thrombozytenaktivierbarkeit und 
eine reduzierte endotheliale Aktivierung. Immunhistochemisch und mittels RT-PCR konnte 
eine signifikante Hochregulation von eNOS im mikrovaskulären Endothel nachgewiesen 
werden. 
In einem zweiten Versuchsschritt wurden daher eNOS -/- Mäuse in gleicher Weise 
mit DPO behandelt. Bei unbehandelten eNOS -/- Tieren zeigte sich bereits eine geringfügig 
beschleunigte mikrovaskuläre Thrombusbildung gegenüber unbehandelten Wildtyp-Tieren. 
Die zusätzliche Vorbehandlung der eNOS -/- Tiere mit DPO führte zu einer signifikanten 
Beschleunigung der Ausbildung mikrovaskulärer Thrombosen im Vergleich zu DPO 
behandelten eNOS Wildtyp-Tieren. 
Somit führt die chronische Gabe von DPO zur Reduktion der Aktivierung von 
Thrombozyten und Endothelzellen. Diese Reduktion wird wohl über Hochregulation von 
eNOS vermittelt, was als kompensatorischer Mechanismus gegenüber der durch 
Erythropoese und Hämatokriterhöhung bedingten Prothrombogenität von DPO bzw. EPO 
interpretiert werden kann. Damit ist gezeigt, dass mit chronischer Gabe von EPO bzw. DPO 
nicht notwendigerweise ein erhöhtes thromboembolisches Risiko gegeben ist, solange eine 




Lindenblatt N, Menger MD, Klar E, Vollmar B 
Darbepoetin does not promote microvascular thrombus formation in mice – 
role of eNOS-dependent protection through platelet and endothelial cell 
deactivation Arterioscler Thromb Vasc Biol 2007; 27: 1191-1198. 
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2.3.4  Nikotin 
Das Rauchen von Tabak ist mit einer Erhöhung des Risikos für myokardiale 
Erkrankungen assoziiert. Gleichzeitig wird bei weiblichen Rauchern die Einnahme von 
Östrogenpräparaten mit einem erhöhten Thromboserisiko in Verbindung gebracht. In 
Gegensatz dazu führt eine transdermale Nikotinapplikation in klinischen Studien zu keinen 
negativen Effekten. Ein Zusammenhang zwischen Nikotinexposition und Thrombogenität ist 
somit bis dato nicht eindeutig gesichert. Ziel dieser Studie war es daher, den Einfluss von 
Nikotin auf die mikrovaskuläre Thrombogenität geschlechtsabhängig zu untersuchen und 
eventuell zugrunde liegende Mechanismen genauer zu charakterisieren. Es wurde daher das 
Modell der chronischen Rückenhautkammer gewählt und mikrovaskuläre Thrombosen 
mittels Licht induziert sowie die Thrombozyten- und Endothelzellfunktion analysiert. 
 
 Bei Tieren beiden Geschlechts war die Bildung mikrovaskulärer Thromben 
gegenüber den Kontrolltieren nicht beschleunigt Die durchflußzytometrischen Analysen 
ergaben keinen wesentlichen Effekt von Nikotin auf die Thrombozytenfunktion. Allein in 
männlichen Tieren resultierte die chronische Nikotingabe in einer signifikant verminderten 
endothelialen Aktivierung. Im Gegensatz dazu resultierte die akute hochdosierte Gabe von 
Nikotin in einer signifikant schnelleren vaskulären Okklusion in weiblichen Tieren. 
 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass eine chronische Nikotingabe keine 
prothrombogene Wirkung bei Tieren beiden Geschlechts verursacht. Dahingegen wirkt die 
akute Applikation bei weiblichen Tieren thrombogen. Es ist somit eine geschlechtsabhängige 









Lindenblatt N, Platz U, Hameister J, Klar E, Menger MD, Vollmar B 
Distinct effects of acute and chronic nicotine application on microvascular 
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3 Zusammenfassende Diskussion 
 
 
Die mikrovaskuläre Thrombusbildung mit der Konsequenz einer Zirkulationsstörung 
des Gewebes stellt in der Chirurgie ein Problem von hoher klinischer Relevanz dar. Eine 
durch Thrombosen der kleinsten Gefäße sich ausbildende Mikrozirkulationsstörung kann im 
ungünstigsten Fall zur Gewebsnekrose mit für den Patienten potentiell schwerwiegenden 
Komplikationen führen. In der klinischen Praxis sind mikrovaskuläre Perfusionsstörungen vor 
allem in der Wiederherstellungschirurgie nach freien und gestielten Lappenplastiken 
gefürchtet [53,54]. Die Rate an primären und postprimären Komplikationen kann je nach 
Grunderkrankung bis zu 15% betragen. Mikrozirkulationsstörungen spielen aber auch eine 
wichtige Rolle in der Transplantationschirurgie und sind prinzipiell eine Gefährdung für die 
Wund- und Gewebeheilung nach allen Operationen [55-58]. Weiterhin kommt es bei der im 
freien Gewebetransfer unweigerlich auftretenden Ischämie/Reperfusion zur Bildung von 
freien Sauerstoffradikalen und Interaktionen von Leukozyten mit dem Endothel, welche die 
kapillare Perfusion zusätzlich beeinträchtigen [59]. 
 
Trotz dieses großen Einflusses mikrovaskulärer Perfusionstörungen auf den Erfolg 
von operativen Maßnahmen bestehen zum jetzigen Zeitpunkt vergleichsweise wenig 
präventive und therapeutische Möglichkeiten.  
Das heutzutage vorrangig praktizierte Prinzip zur Prävention und Therapie 
mikrovaskulärer Durchblutungsstörungen in der Chirurgie ist die therapeutische Hämodilution 
mit kolloiden Lösungen, wie z.B. Dextran oder Hydroxyethylstärke [60,61]. Die 
normovolämische Hämodilution konnte eine Verbesserung des mikrovaskulären Blutflusses 
im Myokard [62], Gehirn [63], Pankreas [64] und in ischämischen Lappenplastiken [65,66] 
zeigen. Weiterhin zeigten auch künstliche Sauerstoffträger oder die gleichzeitige Applikation 
von liposomalen Hämoglobin zusätzlich zur Hämodilution in experimentellen Studien einen 
positiven Effekt [67,68].  
Verschiedenste Studien untersuchen die Effekte einer Reihe von möglicherweise 
rheologieverbessernden Substanzen, wie tPA [69], Aspirin [70], unfraktionertes Heparin [71], 
niedermolekulares Heparin [72], Pentoxyphyllin [73], PGI2 [74] oder Antithrombin [75]. Es 
waren positive Effekte im Bezug auf die mikrovaskuläre Perfusion nachweisbar, die jedoch 
teilweise mit einem erhöhten Blutungsrisiko einhergingen. Zusätzlich wurde häufig die 
mikrovaskuläre Perfusion im Allgemeinen und nicht das Entstehen, Wachsen oder die 
Beeinflussung mikrovaskulärer Thromben direkt untersucht. 
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Ein weiterer Ort für die Entstehung einer Thrombose ist die mikrovaskuläre 
Anastomose, was unter Umständen die Revisionsoperation mit dem Versuch der 
Thrombektomie notwendig macht [76]. Die Anlage einer Anastomose birgt die Gefahr einer 
Endothelverletzung mit Entstehung eines prothrombogenem Fokus und es konnte gezeigt 
werden, dass vermehrt vasokonstriktives Endothelin-1 dabei freigesetzt wird [77].  
 
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zunächst die Untersuchung der 
Entstehung mikrovaskulärer Thrombosen in einem komplexen Tiermodell, um Einsicht in die 
pathophysiologisch ablaufenden Vorgänge im Rahmen der mikrovaskulären Thrombogenese 
zu erarbeiten. Ein spezielles Augenmerk lag zusätzlich in der Charakterisierung der Rolle 
von Endothelzelle, Thrombozyt und Leukozyt in der mikrovaskulären Thrombusbildung. Im 
Anschluss daran sollten verschiedene physiologische oder pathologische Bedingungen 
bezüglich eines prothrombogenen Milieus evaluiert werden, um letztendlich Möglichkeiten 
zur Einflussnahme durch applizierbare Substanzen zu entwickeln.  
 
 
3.1  Einfluss pathologischer Zustände auf die Thrombogenese 
 
In dieser Versuchsreihe sollte der Effekt einer reversiblen, klinisch relevanten, 
systemischen Hypothermie auf die mikrovaskuläre Thrombusbildung evaluiert werden. Es 
wurde die Hypothermie als physiologisch vorkommender Zustand gewählt, da hier 
wesentliche Kontroversen hinsichtlich des Effektes auf die Thrombogenität existieren. 
 
Studien der Vergangenheit zeigten auf der einen Seite eine vermehrte Neigung zu 
thrombotischen Ereignissen, wie eine erhöhte Herzinfarktrate im Winter [78,79]. Gleichzeitig 
besteht bei Hypothermie nach Polytrauma oder auch intraoperativ häufig eine 
Blutungsneigung [80,81]. In unserer Untersuchung war bei Körperkerntemperaturen von 
34°C und 31°C in vivo eine deutlich prothrombogene Wirkung nachweisbar, die durch eine 
verstärkte Thrombozytenaktivierung mit Konformationsänderung des Fibrinogen-Rezeptors 
GP IIb-IIIa erklärt werden kann. Dieser Effekt war nach Wiedererwärmung der Tiere bzw. der 
Thrombozyten komplett reversibel. In Übereinstimmung damit weisen die zusätzlich 
erniedrigten Fibrinogenspiegel bei hypothermen Temperaturen auf einen Verbrauch von 
Gerinnungsfaktoren im Rahmen der Thrombogenese hin.  
Ein Problem vieler vorheriger Studien ist, dass die Thrombozytenfunktion oftmals 
stark hypotherme Temperaturen von weniger als 25°C in vitro untersucht wurden. Wir 
wählten hypotherme Temperaturen von mehr als 30°C, um die klinische Relevanz zu wahren 
und die Anwendung in einem Tiermodell zu ermöglichen.  
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Weiterhin gelang es den Einfluss hypothermer Temperaturen von 34°C und 31°C auf 
die Thrombozytenaggregation klarer herauszustellen. Es kam zu einer, mit mehreren 
Methoden nachweisbaren, temperaturabhängigen Thrombozytenaktivierung, wie zuvor von 
anderen Autoren berichtet wurde [82,83]. Eine zusätzliche Erkenntnis war, dass die P-
Selektin Expression kaum beeinflusst wurde, während es zu einer Konformationsänderung 
des GP IIb-IIIa Rezeptors kam. Dieses ist in Übereinstimmung mit der Tatsache, dass die 
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregatbildung nicht signifikant beeinflusst wurde, da dieses 
wesentlich durch die Interaktion von thrombozytärem P-Selektin und leukozytärem P-
Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) bestimmt wird [84]. 
 
Somit konnte mit Hilfe dieser Untersuchung erstmalig in vivo gezeigt werde, dass sich 
eine systemische Hypothermie in der Summe im lebenden Organismus in einer verstärkten 
Neigung zur mikrovaskulären Thrombusbildung äußert und die klinisch bestehende 
Blutungsneigung wahrscheinlich durch einen erhöhten Verbrauch an Gerinnungsfaktoren 
bedingt ist. Die Ergebnisse dieser Studie bestätigen den positiven Effekt einer schnellen 
Wiedererwärmung in der Klinik (z.B. polytraumatisierte Patienten) zur Verbesserung der 
mikrovaskulären Zirkulation.  
 
Es ist aus früheren Studien bekannt, dass hypotherme Temperaturen im Verlauf einer 
Sepsis die Prognose signifikant verschlechtern [85]. Des Weiteren trägt das Auftreten vom 
Mikrothrombosen mit anschließender Hypoperfusion zur Ausbildung eines 
Multiorganversagens im Rahmen der Sepsis bei [86]. Zusätzlich ist eine Sepsis durch eine 
komplexe Interaktion von Entzündung und Gerinnungssystem charakterisiert [87]. Es ist 
daher nach wie vor nicht geklärt, ob eine Hypothermie während einer Sepsis lediglich eine 
Verschlechterung des Gesamtzustandes repräsentiert, oder ob die Hypothermie selbst direkt 
einen negativen Einfluss, wie z.B. eine verschlechterte Organperfusion aufgrund von 
Mikrothromben, ausübt. Daher war es für uns von Interesse, die Kombination von 
Hypothermie und Endotoxinämie hinsichtlich mikrovaskulärer Thrombogenität zu 
untersuchen. Erneut lag eine zusätzliche Betonung auf der Evaluierung der thrombozytären 
und endothelialen Funktion.  
 
Die LPS-induzierte Endotoxinämie beschleunigte die Ausbildung der thrombotischen 
Gefäßokklusion bei 37°C Körpertemperatur signifikant, welches mit einer generell erhöhten 
endothelialen und Thrombin-vermittelten thrombozytären Aktivierung einherging. Dieses ist 
,in Übereinstimmung mit den Angaben mehrerer anderer Autoren, in Anbetracht des in der 
Sepsis aktivierten Gerinnungssystem auch zu erwarten [86-90]. Eine zusätzliche 
Hypothermie von 31°C führte zu einer signifikant schnellen Thrombusbildung in Arteriolen. 
Mechanismen der mikrovaskulären Thrombusbildung  89 
Interessanterweise ging die zusätzliche Hypothermie lediglich mit einer vermehrten PAI-1 
Expression und einem erhöhten sPAI-Ag Spiegel, jedoch nicht mit einer weiteren generellen 
endothelialen Aktivierung einher, so dass für PAI-1 eine spezifische Rolle unter hypothermen 
Bedingungen vermutet werden kann.  
Während einer Sepsis werden pro-inflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1, 
Interleukin-6 und Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-) gebildet, welche das Endothel 
aktivieren [91]. Die entzündliche Antwort des Endothels umfasst die Hochregulation von P-
Selektin, ICAM-1, VCAM-1. E-Selektin wird verzögert mobilisiert. Alle Moleküle werden ins 
Blut abgegeben und sind dort in löslicher Form detektierbar [92]. Neue Studien konnten 
zeigen, dass Endothelzellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Sepsis 
spielen, indem sie PAI-1 und TF freisetzen [87]. In der vorliegenden Studie konnte erstmalig 
Anhalt dafür gegeben werden, dass die durch Endotoxinämie verursachte PAI-1 Expression 
durch eine zusätzliche Hypothermie noch verstärkt wird und somit ein Faktor in der 
Prognoseverschlechterung bei Hypothermie sein könnte. Als Konsequenz für die Klinik ergibt 
sich, dass bei einer Sepsis angestrebt werden sollte, die Körpertemperatur konstant zu 
halten und insbesondere Hypothermiephasen zu vermeiden. 
3.2  Beeinflussung der Thrombogenese durch Induktion endogener Enzyme 
In einem weiterführenden Projekt zur Untersuchung der mikrovaskulären 
Thrombusbildung am Cremastermuskel der Maus wurde das Enzym HO-1, welches den 
letzten Schritt des Abbaus von Häm mit Freisetzung äquimolarer Mengen an Eisen, 
Biliverdin/Bilirubin und CO katalysiert, untersucht. Verschiedene Studien zu HO-1 Induktoren 
konnten zeigen, dass Gewebe, die viel HO-1 exprimieren, weniger anfällig für oxidativen 
Stress oder proinflammatorische Zustände sind [93,94]. Da die freie Radikalbildung mit der 
Folge von oxidativem Stress auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese thrombotischer 
Ereignisse spielt, war es Ziel der Studie zu klären, ob die Induktion von HO-1 die Bildung 
mikrovaskulärer Thromben moduliert und damit die Athrombogenität des Endothels erhöht 
werden kann. Auf diese Weise sollte untersucht werden, in wieweit der Organismus selbst in 
der Lage ist, protektive Mechanismen, wie die vermehrte Bildung von anti-adhäsivem CO 
und anti-oxidativem Bilirubin, durch einen externen Stimulus hochzuregulieren. 
 
  Hämoxygenasen existieren in verschiedenen Isoformen, wobei HO-2 konstitutiv 
exprimiert wird und HO-1 induzierbar ist [95,96]. Nach Vorbehandlung mit Hämin, einem HO-
1-Induktor, zeigten Western Blot Analysen eine deutliche Induktion von HO-1 Protein im 
Cremastermuskel, welche mittels Immunhistochemie vor allem im Bereich des vaskulären 
Endothels von Arteriolen und Venolen lokalisiert werden konnte. Bei diesen Tieren war die 
Bildung arteriolärer und venulärer Thromben signifikant gegenüber der Kontrollgruppe 
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verzögert. Diese verminderte Thrombogenität wurde durch die Gabe des HO-1 Inhibitors 
Zinn-Protoporphyrin-IX komplett aufgehoben. HO-1 exprimierende Tiere zeigten mittels 
Western Blot Analyse im Vergleich zu Kontrolltieren eine reduzierte Expression von P-
Selektin Protein im Cremastermuskel. Die Rolle von P-Selektin in der Thrombogenese wurde 
durch eine Versuchsreihe mit P-Selektin-Knock-out-Mäusen bestätigt, wobei die 
Thrombusformation bei den P-Selektin-defizienten Tieren signifikant verzögert war. Somit 
konnten wir den protektiven Effekt einer HO-1 Induktion letztendlich auf eine Reduktion der 
endothelialen P-Selektin Expression zurückführen. Diese Annahme wird durch eine Studie 
unterstützt, in der die LPS-vermittelte P-Selektin Hochregulation durch Behandlung mit 
Hämin verhindert werden konnte [97]. 
 
 Zusätzliche Experimente mit Bilirubinsuperfusion des Cremastermuskels ergaben 
eine deutliche Verzögerung der Thrombusbildung, so dass davon auszugehen ist, dass der 
protektive Effekt von HO-1 neben den Effekten des CO vor allem über das freigesetzte, anti-
oxidative Bilirubin vermittelt ist. Dieses ist in Übereinstimmung mit Studien der 
Vergangenheit, welche potente anti-oxidative und anti-adhäsive Eigenschaften des 
Biliverdins bzw. in reduzierter Form des Bilirubins nachweisen konnten [98,99]. Dennoch 
sind auch die anti-koagulativen Eigenschaften von CO zunehmend Gegenstand der 
Diskussion. So konnte eine verminderte PAI-1 Expression mit verbesserter Fibrinolyse nach 
Inhalation von CO im Lungengewebe nach Ischämie gezeigt werden [100].  
 
  Es konnte in diesem Projekt erstmalig eine anti-thrombotische Wirkung durch 
Induktion der Hämoxygenase-1 charakterisiert werden. Dieser Ansatz könnte die Grundlage 
für eine vektorbasierte Therapie in der Klinik sein, um das vaskuläre Endothel in einen 
weniger thrombogenen Zustand im Rahmen von Risikooperationen zu versetzen. 
 
3.3  Beeinflussbarkeit der Thrombogenese durch Substanzen 
Die vorherigen Studien untersuchten den Einfluss körpereigener Zustände oder 
Mechanismen auf die mikrovaskuläre Thrombogenese. Im Weiteren war es jetzt unser Ziel, 
die Thrombusfomation durch verschiedene exogen applizierte Substanzen zu modulieren. 
Dabei wurden zum einen prinzipiell als protektiv angesehene Moleküle, wie das anti-
oxidative Ebselen und C-Peptid, angewendet, zum anderen erfolgte die Applikation von 
fraglich pro-thrombogenen Verbindungen, wie Darbepoetin-alpha und Nikotin.  
 
Ebselen
Verschiedene Untersuchungen der Vergangenheit vermuteten einen Zusammenhang 
zwischen einem Mangel des Spurenelementes Selen und dem Risiko für akute koronare 
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Ereignisse [101,102]. Selen ist Bestandteil des Enzyms Glutathionperoxidase, welches 
Zellen gegen oxidativen Stress schützt. Niedrige Selenspiegel sind in der Regel mit einer 
niedrigen Aktivität der Glutathionperoxidase und somit mit einem erhöhten Niveau an freien 
Radikalen assoziiert [103].  
In einer Untersuchung am Cremastermuskel der Ratte konnten wir jetzt erstmals in 
vivo eine anti-thrombotische Wirksamkeit der selenhaltigen Substanz Ebselen nachweisen. 
Weiterhin zeigten sich nach Gabe von Ebselen eine signifikant verminderte thrombozytäre P-
Selektin-Expression nach Stimulation mit H2O2 und eine Reduktion der Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregatbildung. Es konnte in einer früheren Studie gezeigt werden, dass die 
Akkumulation von Leukozyten in einen wachsenden Thrombus über thrombozytäres P-
Selektin vermittelt wird [104]. Außerdem wirkt P-Selektin prothrombogen, indem es die 
Synthese von TF in Monozyten induziert [105].  
Die dosisabhängige Reduktion der H2O2-induzierten Thrombozytenaktivierung in vitro 
durch Ebselen legt die Vermutung nahe, dass dessen anti-oxidative Eigenschaften die 
Folgeerscheinungen des oxidativen Stresses wie Gefäßwandschaden, 
Thrombozytenaktivierung und Zell-Zell-Interaktion vermindern.  
Damit konnte die von uns erstmals aufgezeigte anti-thrombogene Wirkung von 
Ebselen auf eine Reduktion der P-Selektin-abhängigen Zell-Zell-, in Sonderheit 
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion zurückgeführt werden. Angesichts dieses neuen 
Wirkprofils könnte Ebselen von hohem präventiven und therapeutischen Wert in der 
Behandlung von thrombotischen Erkrankungen sein.  
 
C-Peptid
Die hohe Morbidität und Mortalität diabetischer Patienten wird hauptsächlich durch 
vaskuläre Komplikationen bestimmt. Die Pathophysiologie der diabetischen Vaskulopathie 
beinhaltet die endotheliale Dysfunktion mit vermehrter Produktion von PAI-1, reaktiven 
Sauerstoffverbindungen und verminderter Produktion von NO sowie eine 
Thrombozytendysfunktion und ein Ungleichgewicht plasmatischer Gerinnungsfaktoren [106-
111]. Das Insulinspaltprodukt C-Peptid wurde in der Vergangenheit als biologisch inaktiv 
angesehen. Neuere Studien zeigten jedoch molekulare und physiologische Effekte, welche 
auf eine Bioaktivität des Peptids hinweisen [112]. Von verschiedenen Autoren wurde ein 
vasodilativer Effekt von C-Peptid auf Skelettmuskelarteriolen beobachtet und eine NO-
Freisetzung als Ursache nachgewiesen [113,114]. Ziel unserer Studie war daher, den 
Einfluss einer C-Peptid Applikation hinsichtlich mikrovaskulärer Thrombusbildung und 
thrombozytärer und endothelialer Funktion in gesunden und diabetischen Tieren zu 
untersuchen. 
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Die Gabe von C-Peptid in hoher Dosierung von 70 nmol/kg führte zu einer 
signifikanten Verzögerung der mikrovaskulären Thrombusbildung in gesunden und 
diabetischen Tieren. Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Gabe von Insulin jedoch 
unterdrückt. Als ursächlich ist eine verminderte PAI-1 Expression auf dem vaskulären 
Endothel anzusehen. Die Thrombozytenfunktion wurde durch C-Peptid nicht beeinflusst. 
In früheren Studien konnte durch C-Peptid eine Verbesserung der 
Skelettmuskeldurchblutung [115,116], der glomerulären Filtration [117,118] und der 
Nervenfunktion [119] gezeigt werden. Mit der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass C-Peptid 
zusätzlich einen Einfluss auf die mikrovaskuläre Thrombusbildung ausübt. PAI-1 wurde 
bereits in der Vergangenheit als prothrombogener Faktor identifiziert [120,121]. Aufgrund der 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ist eine Rolle von PAI-1 in der anti-
thrombogenen Wirkung von C-Peptid wahrscheinlich. Ebenso ist bekannt, dass Insulin die 
PAI-1 Expression verstärkt und zu einer erhöhten Endothelinproduktion führt, was mit der 
vermehrten Thrombogenität nach Insulinsuperfusion in dieser Studie vereinbar ist [122,123]. 
Es wurde mehrfach beschrieben, dass die positiven Effekte von C-Peptid nur in Typ 1-
diabetischen Individuen nachweisbar sind [119,124]. Dieses wurde mit der Sättigungskinetik 
des C-Peptid Rezeptors unter physiologischen Bedingungen erklärt [125]. Da in dieser 
Studie die anti-thrombogenen Effekte von C-Peptid sowohl in diabetischen, als auch in 
gesunden Tieren beobachtet wurden, ist von einer nicht-rezeptorvermittelten Wirkung 
auszugehen. Dennoch erscheint die Gabe von C-Peptid beim diabetischen Patienten zur 
Therapie der Vaskulopathie nicht von Vorteil, da Typ-1 Diabetiker auf Insulingaben 
angewiesen sind. Eine therapeutische Gabe beim Nicht-Diabetiker zur Verminderung 
mikrovaskulärer Thrombusbildung wäre jedoch denkbar.  
 
Darbepoetin-alpha
Das Hormon Erythropoietin, kurz EPO, wird in der Medizin zur Therapie der renalen 
Anämie eingesetzt und ist in den letzten Jahren zunehmend durch Doping im Leistungssport 
in der Öffentlichkeit bekannt geworden [126]. Es erhöht die Zahl der roten Vorläuferzellen im 
Knochenmark durch anti-apoptotische Effekte [127]. Der Einfluss auf die Thrombogenität des 
Blutes unter der Therapie mit EPO wird zunehmend kontrovers diskutiert. Zum einen wurde 
von einer vermehrten endothelialen Aktivierung, erhöhter Produktion von TF, vermehrter 
PAI-1 Expression und erhöhter Thrombozytenaggregation berichtet [128-130]. Zum anderen 
wurde in EPO-überexprimierenden Mäusen eine geringere Blutviskosität und verminderte 
Gerinnselfestigkeit beobachtet [131,132]. Die Klärung dieser Frage ist von großer Relevanz, 
da insbesondere im Leistungssport auch Fälle aufgetreten sind, bei denen „Schutzsperren“ 
allein aufgrund eines höheren Hämatokritwertes verhängt wurden, ohne dass EPO-Doping 
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nachgewiesen werden konnte. Dieses Vorgehen wurde mit einer Gefährdung der Athleten 
durch eine erhöhte Thrombosegefahr begründet.  
Wir untersuchten daher das EPO-Derivat DPO im Tiermodell. Es zeigte sich, dass die 
4-wöchige Behandlung mit DPO in Hämatokrit-erhöhenden Dosen zu keiner signifikanten 
Steigerung der mikrovaskulären Thrombogenität führte, solange eNOS als 
kompensatorischer Mechanismus zur Verfügung stand. So hatten eNOS knock-out Tiere 
eine signifikant verstärke Thromboseneigung unter DPO-Behandlung. Die durch eNOS 
Hochregulation erhöhte Produktion von NO führte zu einer endothelialen und thrombozytären 
Deaktivierung. Interessanterweise zeigten sich auch keine negativen Effekte auf 
Blutflussgeschwindigkeit und Scherstress durch den erhöhten Hämatokrit. Dieses wurde 
bereits zuvor in einer in vivo Studie beschrieben, in der bei Hämatokritwerten von 20 bis 55% 
unter verschiedenen Flussbedingungen keine erhöhte Thrombusbildung beobachtet wurde 
[133]. 
Eine vermehrte Expression von eNOS war bereits in transgenen EPO-Mäusen 
beschrieben worden und als Schutzmechanismus gegen die endogen erhöhten hohen 
Hämatokritwerte von ca. 80% gewertet worden [134]. Wir konnten erstmals in vivo zeigen, 
dass die eNOS Produktion auch durch die exogene Gabe von DPO stimuliert werden kann.  
Somit führt die Behandlung mit DPO nicht zu anti-thrombogenen Effekten, sie ist aber 
auch nicht prothrombogen, solange die Gegenregulation durch eNOS funktioniert. Dieses 
könnte auch erklären, warum erhöhte Hämatokritwerte, wie z.B. nach Doping im 
Leistungssport, nur in einzelnen Fällen zu fatalen Komplikationen führen.  
Nikotin
 Schlussendlich sollte der Einfluss von Nikotin auf die mikrovaskuläre Thrombogenese 
im geschlechtsspezifischen Tiermodell untersucht werden. Das Rauchen stellt die 
Hauptursache für vermeidbare Todesfälle in der industrialisierten Welt dar [135]. In Studien 
der Vergangenheit wurde vermutet, dass Nikotin ein das kardiale Risiko negativ 
beeinflussender Faktor ist. Zusätzlich ist die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit einem 
2- bis 4-fach erhöhten Risiko für eine tiefe Venenthrombose (TVT) assoziiert und somit eine 
geschlechtsspezifische hormonabhängige Prädisposition Thrombosen zu entwickeln, 
wahrscheinlich [136]. Trotzdem wird ein direkter kausaler Zusammenhang bis dato 
kontrovers diskutiert [137,138].  
 Wir untersuchten daher männliche und weibliche Mäuse in Bezug auf mikrovaskuläre 
Thrombogenität durch Nikotin. Die chronische Vorbehandlung mit Nikotin induzierte bei 
beiden Geschlechtern keine vermehrte mikrovaskuläre Thrombusbildung. Bei männlichen, 
jedoch nicht bei weiblichen Tieren, war dieses mit einer endothelialen Deaktivierung 
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verbunden. Im Gegensatz dazu resultierte eine akute hochdosierte Nikotingabe in einer 
signifikant schnelleren Thrombusbildung in Arteriolen weiblicher Tiere, was unter anderem 
mit einer erhöhten endothelialen P-Selektin Expression vergesellschaftet war. Es konnte in 
Studien gezeigt werden, dass Nikotin zu einer Störung der NO-vermittelten Vasodilatation in 
Arteriolen und Venolen führt [139]. Des Weiteren war nach Nikotinexposition ein Anstieg von 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) in Endothelzellen nachzuweisen [140]. Auf der 
anderen Seite wurde unter Substitution von Nikotin-Nasenspray, Nikotin-Kaugummi oder 
Nikotin-Pflaster nach Einstellung des Rauchens eine deutliche Verbesserung des 
Cholesterinspiegels und kein Einfluss auf Blutdruck, Thrombozytenzahl, Blutviskosität oder 
AT III-Spiegel beobachtet [140,141]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
eine akute Hochdosisapplikation, nicht aber eine chronische Nikotinexposition mit niedrigen 
Dosen, thrombogen in vivo wirkt, wobei dieser prothrombogene Effekt nur in weiblichen 
Tieren zu beobachten war. Die negativen Effekte des Rauchens, die auch bei männlichen 
Individuen beobachtet werden, sind demnach weniger auf das Nikotin an sich, als vielmehr 
auf einen der vielen anderen schädlichen Substanzen im Zigarettenrauch zurückzuführen. 
Nikotin selbst hingegen wirkt bei schneller Anflutung in hoher Dosierung prothrombogen in 
weiblichen Tieren. Diese unterstützt die These einer geschlechtspezifischen Wirkung von 
Nikotin. 
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4 Zusammenfassung 
 Die mikrovaskuläre Thrombusbildung und deren zugrunde liegenden molekularen, 
zellulären und humoralen Mechanismen wurden bislang selten in komplexen in vivo 
Modellen untersucht. Eine suffiziente mikrovaskuläre Perfusion ist die Vorraussetzung für 
das Gelingen sämtlicher chirurgischer Eingriffe, insbesondere aber für das Überleben von 
Lappenplastiken, und bestimmt wesentlich das Outcome des Patienten. In der Klinik würde 
ein verbessertes Verständnis der während der mikrovaskulären Thrombogenese 
ablaufenden pathophysiologischen Vorgänge von großem Vorteil sein und potentiell neue 
Therapiemöglichkeiten nach sich ziehen. Bezüglich der Identifizierung neuer anti-
thrombogener Substanzen hat es in den letzten Jahren kaum Forschritte in der Forschung 
gegeben, so dass weiterhin auf alt bekannte Therapie- und Präventionsstrategien 
zurückgegriffen wird. Diese sind teilweise jedoch auch mit negativen Effekten, wie z.B. einem 
vermehrten Blutungsrisiko, verbunden. 
 
 Ziel der vorliegenden Studien war es daher, primär die Mechanismen der 
mikrovaskulären Thrombusbildung im komplexen Tiermodell zu charakterisieren und 
endotheliale und thrombozytäre Funktion durch zusätzliche in vitro Methoden zu 
identifizieren. Danach sollten verschiedene Faktoren, die in diesem Zusammenhang 
potentiell einen Einfluss ausüben könnten, wie z.B. eine pathologisch auftretende reversible 
Hypothermie, eine pathologische Endotoxinämie oder die Induktion eines Enzymsystems, 
wie Hämoxygenase-1, evaluiert werden. Schlussendlich sollten dann verschiedene 
Substanzen hinsichtlich ihres Einflusses auf die mikrovaskuläre Thrombogenität untersucht 
werden, um klinisch einsetzbare Präventions- und Therapiemöglichkeiten daraus zu 
entwickeln. 
 
 Die Untersuchung der mikrovaskulären Thrombogenität unter hypothermen 
Bedingungen ergab einen prothrombogenen Effekt bei Körperkerntemperaturen unter 34°C, 
welcher nach Wiedererwärmung komplett reversibel war. Dieses konnte auf eine verstärkte 
Aktivierung des thrombozytären Fibrinogenrezeptors während der Hypothermie 
zurückgeführt werden. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Bedeutung 
normothermer Temperaturen in der Chirurgie, sowohl nach traumatischen Ereignissen, als 
auch im Rahmen elektiver Operationen. Sie zeigen zusätzlich, dass eine verstärkte 
Thrombogenität auch reversibel und somit einfach beeinflussbar sein kann, wenn die 
ablaufenden pathophysiologischen Mechanismen bekannt sind.  
 Die zusätzliche Induktion einer Endotoxinämie bei hypothermen Tieren zeigte in einer 
weiteren Untersuchung, dass die Kombination aus Hypothermie und Endotoxinämie einen 
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pro-thrombogenen Einfluss über eine spezifische Hochregulation von PAI-1 auf dem 
Endothel bzw. eine vermehrte Sekretion von sPAI-Ag ausübt. Dahingegen war eine 
Endotoxinämie ohne Hypothermie generell mit einer vermehrten unspezifischen 
endothelialen Aktivierung vergesellschaftet. Somit konnte erstmalig gezeigt werden, dass 
eine zusätzliche Hypothermie während einer bestehenden Endotoxinämie die 
mikrovaskuläre Thrombusbildung verstärkt und daher ein unabhängiger Faktor für die 
Verschlechterung der Prognose septischer Patienten sein könnte. Daher sollten prinzipiell 
normotherme Temperaturen bei septischen Patienten zur Vermeidung mikrovaskulärer 
Perfusionsstörungen angestrebt werden. 
 In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass protektive anti-thrombotische 
Mechanismen auch durch die Hochregulation endogener Enzymsysteme verstärkt werden 
können. So konnte durch die Applikation eines Hämoxygenase-1 Induktors eine verminderte 
mikrovaskuläre Thrombogenität erzielt werden. Diese war vor allem auf die vermehrte 
Produktion von anti-oxidativem Bilirubin zurückzuführen, was eine verminderte P-Selektin 
Expression auf dem Endothel bedingte. Die lokale Induktion der Hämoxygenase-1 könnte 
durch vektorbasierte Therapie in der Klinik nutzbar gemacht werden und von präventivem 
und therapeutischem Wert für Krankheitsbilder mit einem erhöhten thrombotischen Risiko 
sein. 
 Im Folgenden stellte sich die Frage, in wieweit die mikrovaskulären Thrombusbildung 
durch die Applikation körpereigener und synthetischer Substanzen beeinflusst werden 
könnte. Zunächst erfolgte die Untersuchung des Effektes von Ebselen unter besonderer 
Berücksichtigung der Thrombozytenfunktion. Es konnte gezeigt werden, dass Ebselen 
dosisabhängig die Thrombozytenaktivierbarkeit hemmte, was mit einer verminderten 
mikrovaskulären Thrombusbildung einherging. Ebselen stellt somit eine potentiell wirksame 
Substanz zur Vorbeugung mikrovaskulärer Thrombosen dar. 
 Besonders häufig treten mikrovaskuläre Komplikationen bei diabetischen Patienten 
auf. C-Peptid wird bei der Insulinbiosynthese abgespalten und wurde lange als inaktives 
Nebenprodukt angesehen. Nachdem mehrere neuere experimentelle und klinische Studien 
positive Effekte des C-Peptids in diabetischen Individuen zeigten, lag die Vermutung nahe, 
dass eventuell auch die diabetische Mikrothrombogenität durch C-Peptid positiv beeinflusst 
werden könnte. Es fand sich eine signifikant verlangsamte Thrombusbildung bei 
hochdosierter Gabe von C-Peptid, ein Effekt, welcher jedoch nach Gabe von Insulin 
aufgehoben werden konnte. Als ursächlich wurde eine verminderte Expression des pro-
thrombogenen PAI-1 auf dem Endothel identifiziert. Eine klinische Anwendbarkeit erscheint 
in diesem Fall durch die Antagonisierung der positiven C-Peptid Effekte durch Insulin 
allerdings unwahrscheinlich. 
 Erythropoietin und seine langlebigeren Derivate, wie Darbepoetin-alpha, werden in 
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der Klinik zur Steigerung der Hämatopoese bei niereninsuffizienten Patienten verwendet, 
gleichzeitig aber auch zunehmend im Leistungssport missbraucht. Obwohl allgemein 
angenommen, war bisher nicht klar, inwiefern tatsächlich die Therapie mit diesen 
Substanzen zu vermehrten Thrombosen führt. Es konnte in einer weiteren Studie erstmalig 
gezeigt werden, dass die exogene Applikation von Darbepoetin-alpha zu einer signifikanten 
Hochregulation der anti-thrombogen wirksamen eNOS führt, und dass dieser Mechanismus 
entscheidend zur Vermeidung thromboembolischer Komplikationen beiträgt. Das Wissen um 
diese Zusammenhänge ist in der Klinik von großer Bedeutung, da Patienten mit defizienter 
Synthese von NO einem hohen prothrombogenen Risiko ausgesetzt sind. Dieses könnte 
auch erklären, warum Darbepoetin-alpha bei Tumorpatienten, welche potentiell eine gestörte 
endotheliale Funktion mit insgesamt prothrombogenem Status aufweisen, zu einer höheren 
Mortaliät führt und daher zur Behandlung der tumorassoziierten Anämie nicht mehr 
zugelassen ist. Auf der anderen Seite ist der Einsatz von NO-Donatoren bei diesen Patienten 
in Betracht zu ziehen und sollte in diesem Zusammenhang weiter untersucht werden.  
 Das Rauchen wird mit einer erhöhten Rate an thromboembolischen Ereignissen in 
Verbindung gebracht. Es ist jedoch nach wie vor nicht geklärt, ob das suchtverursachende 
Nikotin oder einer der vielen anderen Komponenten des Zigarettenrauchs dafür 
verantwortlich ist. Ebenso scheint das Thromboserisiko in Zusammenhang mit der Einnahme 
von weiblichen Geschlechtshormonen erhöht. Eine Untersuchung zur mikrovaskulären 
Thrombogenität an männlichen und weiblichen Tieren ergab keinen signifikanten Effekt 
chronischer Nikotinapplikation in Tieren beiden Geschlechts, jedoch führte die hochdosierte 
intravenöse Nikotingabe bei weiblichen Tieren zu einer signifikant schnelleren 
Thrombusbildung. Dieses ging einher mit einer erhöhten endothelialen Aktivierung. Aufgrund 
dieser Ergebnisse kann eine geschlechtsspezifische Wirkung der nikotinvermittelten 
Thrombogenität vermutet werden. Daher sollte in der Klinik der Einsatz der 
Nikotinsubstitution zur Raucherentwöhnung vor allem bei Frauen kritisch überdacht werden. 
 
 Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass eine Beeinflussbarkeit der 
mikrovaskulären Thrombogenität in Kenntnis der zugrunde liegenden molekularen, zellulären 
und humoralen Vorgänge auf verschiedensten Ebenen möglich ist. Die Anwendung der in 
dieser Arbeit charakterisierten Beeinflussungsmöglichkeiten in klinischen Studien könnte zur 
Entwicklung neuer und viel versprechender Präventions- und Therapieoptionen in der 
Chirurgie beitragen.  
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